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論文題目	 自然発生性家族性てんかんの猫における発症機序と病態生理に関する研究 
 
 
 
 
 
背景と目的	 
	 てんかんとは、種々の成因によってもたらされる慢性の脳疾患であり、大脳神経細胞の
過剰な発射に由来する反復性の発作を特徴とし、それにさまざまな臨床症状及び検査所見
が伴うものと定義されている（日本てんかん学会）。このうち特発性てんかんは、脳に器質
的な病変が認められず、主として遺伝的背景に起因するものと分類されており、ヒトでは
てんかん患者の多くを占める。ヒトの特発性てんかんは、大脳神経細胞過剰発射の主座と
なる病変（てんかん焦点）を外科的に切除できる限られた患者を除いて根治は困難であり、
一般に抗てんかん薬を用いた維持療法が施される。ヒトでは特発性てんかんの原因遺伝子
としてγ-アミノ酪酸（GABA）受容体やいくつかのイオンチャネルの遺伝子変異が同定さ
れており、中枢神経系（CNS）における興奮性および抑制性神経伝達物質の不均衡や代謝
異常が特発性てんかんの原因だと推定されているが、正確な病態発生メカニズムはいまだ
不明である。ヒトのてんかん有病率は全人口の 1%におよび、発作に伴う事故はときに社会
問題にもなることから、てんかんの病態解明とその解決が急務である。 
	 猫は古くから脳科学研究の実験動物として広く用いられてきた。てんかん研究において
も、反復性電気刺激（キンドリング）や薬剤誘発性てんかんモデルが広く利用されてきた
が、このようなモデルは自然発生性のてんかんを完全に再現するものではない。本研究で
は、近年発見された自然発生性の特発性てんかんを呈する猫の家系を対象として、その病
態を解析することで、ヒトの特発性てんかんと相同な動物モデルとしての利用可能性を検
討した。本研究は 3 章よりなり、第 1 章では脳脊髄液（CSF）中の興奮性および抑制性ア
ミノ酸濃度ならびに内因性代謝産物濃度について検討した。第 2章では、CNSにおいて細
胞外グルタミン酸濃度の調節に関与するグルタミン酸トランスポーターおよびグルタミン
合成酵素の大脳における発現を病理組織学的に検討した。そして第 3 章では、てんかん遺
伝子の同定を目的としてエクソーム解析を実施した。 
 
第 1 章：CSF 中のアミノ酸解析およびメタボローム解析	 
	 本研究に供試した自然発生性てんかんの猫の 1家系は、2009年頃に発見され、民間の動
物繁殖飼育施設ならびに日本獣医生命科学大学（東京都）で維持管理されている約 150 頭
の在来種のコロニーである。家系解析の結果から、てんかん発症という表現型が常染色体
劣性遺伝様式で遺伝することがほぼ確実となっている。また本家系のてんかん発症猫で認
められる発作は、辺縁系発作からの二次性全般化および前庭刺激により誘発される全般性
発作であることから、内側側頭葉、特に海馬・扁桃核に起始することが示唆されている
（Kuwabara et al., Epilepsy Res., 92, 85-88, 2010）。 
	 この家系内で、実際にてんかんを発症しており遺伝的に劣性ホモ接合体であると判断さ
れた猫（ホモ群）13 例、てんかんを発症しておらず遺伝的にヘテロ接合体であると判断さ
れた猫（ヘテロ群）9 頭、さらに本家系と血縁関係のない臨床的に健康な猫（野生型群）6
頭について、塩酸メデトミジン（80μg/kg）筋肉内投与による鎮静下で、大槽穿刺により
CSFを採取した。なお、ホモ群においては最終のてんかん発作から 14日以上経過した発作
間歇期に CSFを採取した。さらに、供試猫のうちホモ群 5頭、ヘテロ群 8頭、野生型群 6
頭については、意識下の猫を入れたケージごと 120 秒間揺動し、その直後に鎮静導入した
状態（発作誘発/前庭刺激直後）の CSF も採取した。得られた CSF は直ちに冷凍し、オル
トフタルアルデヒド・プレカラム誘導-高速液体クロマトグラフィー（HPLC）法によるア
ミノ酸定量に供した。HPLC では興奮性アミノ酸として知られるアスパラギン酸およびグ
ルタミン酸、抑制性アミノ酸として知られるセリン、グリシン、タウリンおよび GABAの
計 6種のアミノ酸を定量した。 
	 その結果、発作間歇期の CSF中グルタミン酸濃度は野生型群と比較してヘテロ群で有意
に低値であったが、ホモ群と野生型群間に差はなかった。GABA 濃度はホモ群でのみ著し
く高値の個体が認められた。また、前庭刺激後のグルタミン酸濃度は全ての群で発作間歇
期に比較して上昇しており、とくにヘテロ群と野生型群では有意に上昇した。アスパラギ
ン酸、セリン、グリシンおよびタウリン濃度については有意な所見はなかった。次に、ホ
モ群 5頭、ヘテロ群 4頭、野生型群 3頭の発作間歇期の CSFを用いてメタボローム解析を
行った。メタボローム解析では 95種の内因性代謝産物が検出された。このうち、ホモ群の
グルタミン濃度は野生型群と比較して有意に低値であった。これらの結果から、ホモ群で
は、CSF中のグルタミン濃度の低下ならびに GABA濃度の上昇が起きていることが示され
た。グルタミン酸、グルタミンおよび GABAは CNSにおいてグルタミン酸-グルタミンサ
イクル（GGC）に関与している。このことから、ヘテロ群およびホモ群では GGCの変化が
生じており、とくにホモ群の CSFにおけるグルタミン濃度低下と GABA濃度上昇、さらに
発作誘発時のグルタミン酸濃度の上昇が乏しいことは、発作に対する代償反応である可能
性が示された。 
 
第 2 章：海馬のグルタミン酸トランスポーターおよびグルタミン合成酵素の発現に関する
病理組織学的検討	 
	 CNSの細胞外グルタミン酸濃度を決定する主要な因子はグルタミン酸トランスポーター
による細胞内への取り込みである。哺乳動物のグルタミン酸トランスポーターは、
excitatory amino acid transporter 1（EAAT1）/GLAST、EAAT2/GLT-1、EAAT3/EAAC1、
EAAT4およびEAAT5が同定されている。GLAST、GLT-1およびEAAC1は脳の全域に発現
しており、GLASTおよびGLT-1は主にアストロサイトに、EAAC1は神経細胞の樹状突起や
細胞体に豊富に発現している。第1章でヘテロ群およびホモ群のGGCの変化を示唆する結果
が得られたことから、本章ではGLAST、GLT-1、EAAC1およびグルタミン合成酵素（GS）
の海馬における発現を病理組織学的に評価した。具体的には、安楽殺したホモ群4頭の海馬
CA1、CA2およびCA3領域における発現を、野生型群3頭と免疫組織化学的手法により比較
検討した。さらに、神経細胞のマーカーとしてNeuN、アストロサイトのマーカーとしてグ
リア線維性酸性タンパク質（GFAP）を用い、神経細胞数およびGFAP発現についても併せ
て評価した。 
	 その結果、ホモ群のGLASTの免疫反応性（IR）は、野生型群と比較してCA1およびCA3
領域で減少していた。ホモ群のGLT-1のIRは海馬の全領域で減少傾向にあり、とくにCA1
領域では野生型群と比較して有意に減少していた。ホモ群のEAAC1のIRは海馬全領域で減
少傾向にあり、CA1およびCA2領域では野生型群と比較して有意な減少を認めた。一方、
ホモ群のGSのIRは全ての海馬領域、特にCA2で増加傾向を示した。また、ホモ群の神経細
胞数はCA3領域で有意に減少しており、GFAPのIRはCA1およびCA3領域で減少傾向にあっ
た。これらをまとめると、ホモ群では神経細胞やアストロサイトの減少に伴い、これらの
細胞に発現しているグルタミン酸トランスポーターが減少していることが示唆された。さ
らにGSの増加がGGCの変化に関与している可能性が示唆された。 
 
 
第3章：てんかん原因遺伝子の同定に向けたエクソーム解析	 
	 本章では、エクソーム解析を用いて、本家系におけるてんかん原因遺伝子の同定を試み
た。具体的には、ホモ群 2頭およびヘテロ群 4頭の末梢血から抽出したゲノム DNAについ
てエクソームシーケンス解析を実施した。得られた配列を Ensembl Genome Browserから
取得したネコゲノムの参照配列に対しマッピングし、参照配列と異なる箇所を変異塩基候
補として検出した。これらの変異候補箇所を対象に、アノテーションツールである snpEff
を用いて、変異がタンパク質構造に与える Impactを評価し、変異の影響が大きいと予想さ
れる Impact HighおよびModerateの変異を抽出した。そこから性染色体上に認められた
変異を除外し、さらにホモ群の個体でホモ接合の変異およびヘテロ群の個体でヘテロ接合
の変異を抽出した。抽出した変異の中で、最も変異の影響が大きいと考えられる Impact 
Highに分類された 9つの変異箇所について、エクソーム解析に用いた個体を含む家系内の
18個体（ホモ群 10頭、ヘテロ群 8頭）のサンガー法による DNAシーケンス解析およびフ
ラグメント解析を用いて該当する変異を確認した。 
	 結果として、エクソーム解析により抽出された変異塩基候補数は各個体で平均 473,920、
総数 850,801 であった。これらの変異から上記による抽出を行った結果、変異塩基候補は
130 であった。このうち、Impact High に分類された変異は以下の 9 遺伝子に存在した：
FAM174A（Ensembl Gene ID: ENSFCAG00000024243）、遺伝子名不明（Ensembl Gene 
ID: ENSFCAG00000023420）、PHF14（Ensembl Gene ID: ENSFCAG00000032020）、
ADCY4（Ensembl Gene ID: ENSFCAG00000005600）、LRP8（Ensembl Gene ID: 
ENSFCAG00000005931）、DYNC2H1（Ensembl Gene ID: ENSFCAG00000028573）、
PTGR1（Ensembl Gene ID: ENSFCAG00000004339）、NAPA（Ensembl Gene ID: 
ENSFCAG00000006151）、THBS3（Ensembl Gene ID: ENSFCAG00000006584）。また、
Impact Moderateに分類されたものは 121であった。Impact Highに分類された変異につ
いては、ホモ群全 10頭でホモ接合、ヘテロ群全 8頭でヘテロ接合となっている変異は存在
しなかった。以上より、これら 9 つの変異は本家系のてんかんの原因ではない可能性が高
いと考えられた。 
 
結論	 
	 本論文の結果から、自然発生性特発性てんかんの猫の脳において興奮性/抑制性アミノ酸
代謝に変化が生じていることが病態生理学的・病理組織学的に示された。また、本家系の
猫のてんかん遺伝子候補について一定の絞り込みを行うことができた。これらの結果は、
今後この猫の家系を遺伝性てんかんモデルとして確立する上で有意義であると考える。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
